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SUR LE POUVOIR FIXATEUR 
DE L'AZOTE ATMOSPHERIQUE DES TERRES 
DE REGIONS TROPICALES 
p:w J .  I i A G F F M A N ~ ,  P. TOUSSAIST et G. ROQUEL l'). 
(O\fice de In Recherche Scientifique Ou tre-Mer, 
Lnborcrfuire de ilficrubiologie du 801.) 
Plusieurs m&tliüdes ont &te dticrifes pour d6terminer le pouvoiio 
fisateur de l'azote libre des terres. La niethode staiirlard consiste 
i t  doscr, nu bout de vingt-cinq h trente jours de cullure, l'a7ote 
fixe par une solution de terre ti 10 p. 100 enrichie cle niannite. 
Winogradsliy [i] eniplo:e un milieu nutritif rendu sülicle par le 
gel de silice et ensemence avec u n  poids connu de terre. L'azote 
fLxb est dos6 aprks cluelqiies jours de ciilture h 1'6tme. 
Nous avons recherche l'influence de la quantite de terre ense- 
mencée su r  le rendement de Gsation de l'a7ote (azote fis6 en 
milligrammes rapporti: B 100 mg de glucose utilise). Nous avons 
op6r.e en milieu liquide. Cette meiliode permet, en effet, de 
mesurer l'activite fixatrice de la microflore totale du sol (germes 
aerobies et ana6rob:es). On évalue en quelque sorte l'activité des 
agents inhibiteurs et activateurs des germes fisateurs de l'azote 
atniosphc!rique. Nos recherches ont port6 sur des &chantillons de 
terre provenant de Cûte d'Ivoire. Ces echantillons ont été prélei es 
au debut du mois de juillet 1851 (pendant la saison des pluies), 
respectivement dans une terre sous foret, dans une terre de ioret 
inaiiitenue deiiud6e depuis un an, le t ro i s ihe  échantillon pro- 
venant d'une terre de foret denudée, abandonnée B la végetation 
(parcelle repousse). PrimXvement, ces deux derniPres parcelles 
étaient recouvertes par la forkt. 
Les dosages de l'azote total et du carbone organique par la 
m6thode de Anne ont doilne les resultats suivants : 
(*) Soci&! frunç~iso de Microbiologie, s6ance du 3 juillct 1952. 
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Nous avons recherché dans ces terres la densité (des germes 
fisateurs de l’azote atmosph6rique par la mdtliode au silico-gel 
de Winogradslry [2] avec ensemencement de grains de terre. Le 
gel de silice a et6 enrichi avec les e l h e n t s  nutritifs suivants : 
Solution saline de Winogradsky . . . . . . . . . .  5 Cm? p. 100. 
CO,,CA. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,2 g p. 100. 
Glucose. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  I g  p. 100. 
Dans ces conditions nous n’avons dénombré aucune colonie 
cl’dzotobacfcr apri% un shjour de quinze jours à I’étuve à 20”. 
En mettant les plaques ensemencées en atmosphere privde d’osy- 
gBne (dans un dessiccateur contenant du pyrogallate de sodium) 
on trouve les résultats suivants : 
OHAINS DR TERRE 
~CDAKTILLONS DE rERRE positifs 
p. IOU 
ForBt. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  BO 
Parc.elle dénud6e. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  10 
Repousse. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 
Ces terres sont donc différemment riches en Clostridium fixa- 
- - 
teurs de l’azote libre. 
INFLUCNCE DE LA QUANTITÊ DE TERRE ENSEMENG~E 
SUR LE RENDEnlENT DE FIXATION DE L’AZOTE ATBIOSPHkRIQUE. 
Pour cette recherche, nous avons utilisé le milieu de culture 
suivant : 
Soliition saline de Winogradsky . . . . . . . . . .  5 cm3 p. 400. 
CO&a . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,2 g p. 100. 
Glucose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Oll g. p. 100. 
Ce milieu est réparti dans les Erlenmeyers de différentes 
capacites (100, 200 et  BOO cm3) B raison de 50 cma de milieu par 
surface 
flacon). On r6alise ainsi des rapports -voisins de 1,5 - 1 vol lime 
et 0,5. L’ensemencement a ét4 r6alisé comme suit : 
On utilise de la terre séch6e et broyée au mortier. On opere le 
plus stérilement possible. On ensemence avec : 2, 1, O,$, 0,6, 
0,4, 0,2, 0,l et 0,05 g de terre chaque Erlenmeyer. A p r k  un mois 
de culture l’étuve j 29”, on caractérise la présence des sucres 
dans les diffkrents milieux (il suffit de II à III gouttes de liquide) 
il l’aide de l’a--naplitol. 
On dose l’azote total du contenu de chaque Erlenmeyer (milieu 
liquide + terre) par Ia méthode de Kjeldahl. Les résultats obtenus 
sont rksumés dans les tableaux I et  II. 
Les taux en mote indiyuCs correspondent h I’azote total dos6 en 
fin d’expérience diminué de l’azote apport6 par la terre d’ense- 
mencement. 
Quantit 6s 
de terre 
ensemencees 
en g. par 
I 
Terre de la parcelle denud6e -I 
ensemenc6e dans des Erlenmeyers d. 
AbrBviationt.(- r6aation du milleu a l(o(naphto1 
1“ It faut une quaniitd de terre minimum pour provoquer un 
dbniarrage de la flore microbienne fixatrice de l’azote libre. Ce 
(t seuil d e  ddmarrage )) est fonction de l’bchantillon ‘de terre et 
de I’a6ration du milieu. 
Pour la for6t et la parcelle dbnudk, il faut d’autat, plus de terre 
pour atteindre le seuil ‘de dkmarrage que le milieu est plus a8re. 
Le (( seuil de démarrage I de la terre Q repousse >) nzest prati- 
quement pas influencé par l’aération. 
Les milieus de culture montrant, après un mois de culture, une 
reaction positive A l’a-naphtol (cas des flacons ensemences avec 
de petites yuantit6s de terre) se sont montrés 6galement positifs 
aprks deux mois de culture à l’étuve. NQUS avons constate que, 
si la croissance n’a pas eu lieu pendant les huit premiers jours 
après l’ensemencenlent, la croissance bactkrienne est définitivement 
arr6tt5e. Le microscope ne rtjtv&le alors que quelques germes plus 
ou moins lys& par champ microscopique. 
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Bo Le rendement. de fixat,ion de 1’azot.e libre passe par un 
masimuni voisin de 1,4 (rend.emcnt voisin dLe celui ‘de l’ilzofo- 
bacfer ehrooeoeeum.). Ce rendement masinium est ‘de mêmo , 
fonct,ion de 1’6chantillon de terre et, de l’aération ,du milieu. La 
foret possede IC plus faible rendement maximum. L’ae‘ration 
affecte la terre sous foret et, la parcelle clénudhe en ’provoquant 
une baisse du wndenicnt. La parcelle dCnudCe abandonnée Q la 
végét,ation n’e semble pas etre affqeetee par 1’aPrat.ion. 
La quantite de terre ensemencée nécessaire pour atteindre ce 
rendement. maximum est. aussi fondon  Ide 1’Pchantillon et de 
l’aeration du milieu. Sauf pour la terre (( repousse D, il faut 
d’auI.ant plus de terre pour at,tcindrc ce rendement maximum que 
le milieu est. plus abré. 
L’esamen microscopique des milieus de cultuI7e rkhes en azote 
rkv&le une f0rt.e croissance de Clostridium et d’i-lzotobacler lacfi- 
eogenes. 
Par m i t r  d’uric. crreur, dorit rious nous excusons, le tableau relatif 
nu pouvoir fixateur (le la terre dc t (  Fordt )) n’a pas et4 publi6. @rivo& d@ 
l‘aufeur.) 
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L'azote et le carbone organiques contenus dans la terre ne 
semblent pas jouer un r31e important sur le rendement et sur le 
(( seuil de démarrage >>. En effet, le rendement dans les Erkn- 
meyer de 100 cm3 ensemencés arec 2 g de terre est le menie pour 
les 3 Cchantillons de terre. Quant au (( seuil de dèniarrage n, 
celui-ci depend surtout du - des milieus de culture. La densité 
des Clostridiuni fixateurs dans les différents dchantillons de terre 
d6terminti.e par la méthode au silicogel n'explique pas da\ antage 
le phhomkne. 
Nous avons recherché l'influence de l'azote ammoniacal et 
nitrique, de l'extrait stérile et non sterile de la terre sous forêt 
sur l'azote fixé par la terre de la parcelle dénudèe. NOLIS avons 
utilis6 le même milieu de culture que pour l'espèrience préck- 
dente. Seuls, les Erlenmeyxs de 100 ems ont tite utilist5s. Nous 
avons opCré comnie suit : 
io Erlenmeyer ensemence avec Is terre de la parcelle dénudée. 
30 - + NO&. 
i' - + extrait non sterile. 
5" - + extrait sterile. 
S 
17 
2" - + SO4 (NIL,), 
L'azote ammoniacal et nitrique ajouté dans chaque Erlenmeyer 
correspond ti la quantitè d'azote total contenu clans 0,5 g de terre 
sous forêt. De meme les extraits stkriles et non steriles (dtpourvus 
d'azote ammoniacal et nitrique) correspondent ti 0,5 g de terre 
sous foret. Les estra2s ont et6 r6alisti.s ti froid pour éviter toute 
hydrolxse. L'extrait sterile a &te obtenu par filtration sur 
bougie L3. Les quantités de terre de la parcelle dCnuclée ense- 
TAULEAU 111. 
N fix6 0,7 0,36 os7 
N total 1,Ob. 01,04 1,04 I,@& 
f L ~ 6  0,6I 0,22 0,22 0,59 
0,22 
Os6 
I 
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mencdes ont été respectivement de 1, O,& 0,4, 0,2 et 0,l  g par 
Erlenmeyer. 
Aprhs un mois de culture h 1'6tuve A 20°, nous avons obtenu les 
résultats résumés dans le tabïeau III (à noter que, e n  fin d'expk- 
rience, il n'y avait plus trace de NO, ou de NH, dans les milieux 
de culture). 
De ces résultats, on peut conclure que : 
1" L'azote organique dosi: dans les milieux ensemcnc6s avec de 
fortes quantités dce terre (O,& 0,6 et 1 8)  est indépendant de l'azote 
combiné, ou de l'extrait de terre additionnB au milieu de culture. 
Le rendement en azote organique est donc pratiquement le meme, 
que la source de l'azote soit sous fornie libre ou combin&. 
2" Dans les milieux enseniencPs avec de faibles quantitks dc 
terre (0,2 et 0,1 g), NH, et NO, favorisent le dhmarrage et. per- 
mettent d'atteindre le maximum de rendement en azote organique 
en complktant l'azote combiné ajouté dans le milieu de culture par 
de l'azote pzeus .  
CONCLUSIONS. 
Il faut ensemencer une quantite minimum de terre dans le milieu 
de culture pour provoquer le démarrage de la flore miirobienne 
fixatrice 'de l'azote libre. Cette quantité minimum de terre, 
que nous avons appelée (( seuil de ,démarrage D, est fonction de 
la nature de la terre et de l'aération du milieu de culture. 
Le rendement de fixation de l'azote libre par la microflore 
totale d'un sol est fonction de la quantité et de la nature &de la 
terre ensemencb, ainsi que de l'aération du milieu de culture. 
Pour la terre sous forèt e t  surtout pour la terre (( nue D, ïl faut 
ensemencer d'autant plus de terre pour atteindre Ice (( seuil de 
démarrage )) et le rendement maximum que le milieu de culture 
est plus aéré. Le (( seuil D et le rendement Ide la terre nue aban- 
donnée A la végétation ne sont pratiquement pas influencés par 
l'akration. L'azote et le carbone organiques contenus dans la 
terre ainsi que la densité des germes fixateurs de celle-ci 
ne semblent pas jouer un rôle important sur le rendement et sur 
le (( seuil de démarrage D. 
Un faible apport en azote ammoniacal ou nitrique dans une 
terre pauvre en bactéries actives diminue li (( seuil de dkmar- 
rage )) et provoque une fixation de l'azote libre par la microflore 
fixatrice qui, sans cet apport en azote combine, demeurerait 
inactive et sans action 'dans le sol. 
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